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© Wasserhaltlges Uposomensystem. 

© Es wird ein WSflriges Uposomensystem. das ggf. neben einem nicht toxischen organischen Losungsmittel 
mmaestens ein Phospholipid aufweist. beschrieben. Hierbei enthalt das Uposomensystem neben dem minde- 
stens emen Phospholipid des weiteren mindestens einen Phospholipidischen Ladungstrager. 
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Die vorliegenoe Eriindung cetnfft etn wasserhaitiges Liposomensystem nacn dem Oberdegriff des 
Patentansorucns 1 sowie em Verianren zur Hersteiiung ernes derartigen Lioosomensystems. 

Phospholioidische Uposomensysteme smd fur verscniedene Anwendungen bekannt. So warden diese 
Systeme beispielswerse im kosmenscnen Bereich oder fur die Herstellung von pharmazeutischen Produkten 
i emgesetzt. Oabei smd die jeweiligen Wirkstcrfe in den ais Uoosomen bezeichneten Kugeln (Vesikel) 
eingekaoselt. wooei diese Liposome vorzugs.veise in ihrem Inneren erne waflrige Phase enthalten. in der 
cer entsorechende Wirkstorf dann entsprecnend gelost. dispergiert Oder emulgiert ist. Nacn auflen sind die 
Liposomen durcn erne Lipiddoppeimemcran begrenzt. 

So bescnreiben beisoielsweise die £? A 03 09 519 und die EP A 03 15 467 Uposomensysteme. die 
} den Wirkstorf Pentamidin emkapsetn und die als entsprecnenae pnarmazeutische Produkte verwendet 
werden. 

Oie bekannten Uposomensysteme wetsen haufig den Nachteil auf. dafl sie die Tendenz besitzen. schon 
nach kurzer 2eit einen unerwunschten Scdensatz auszubilden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. ein wasserhaitiges phospholipidisches Uposo- 
mensystem zur Veriugung zu stellen. das eine besoncers hohe Stadilitat besitzt und somit nicht zur 
Ausbildung eines 8odensatzes neigt. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafl durch ein Liposomensystem mit dem kennzeichnenden Merkmal 
des Patentanspruchs 1 gelost. 

Das erfindungsgemafle wasserhaltige Liposomensystem weist neben dem mindestens einen Phospholi- 
pid des weiteren mindestens einen phospholipidischen Ladungstrager auf. 

Das erfindungsgemafle Uposomensystem weist erne Reihe von Vorteilen auf. So konnte festgestellt 
warden, dafl das eriindungsgemafle Uposomensystem auch bei einer extrem langen Lagerzeit von mehre- 
ren Monaten bis Jahren keine Tendenz zeigte. einen Bodensatz Oder Ablagerungen an den Gefaflwandun- 
gen auszubilden. Oes weiteren besitzt aas erfindungsgemafle Uposomensystem eine hohe Transparenz 
und ist nicht, wie bei den bekannten Uposomensystemen. milchig triib. Dies wiederum fiihrt dazu, da/3 bei 
dem erfindungsgemaflen Uposomensystem ohne Schwrerigkeiten eine PrGfung auf Fremdpartikeln durch- 
fiihrbar ist. da es hierfur lediglich erforderiich ist. die entsprechende Uposomendispersionen im Durchsicht- 
verianren zu uoerprufen. Auch ist es steril fiitrieroar. so oafl sich aas erfindungsgemafle Uposomensystem 
nsbesondere rur eine pharmazeurische. kosmetische Oder diabetische Anwendung eignet. 

Oie zuvor bescnriebenen vorteilhatten Wirkungen des erfindungsgemaflen Uposomensystems werden 
oaraur zuruckgeruhrt. daB es offensichtlich aufgrund der Anwesenneit des negativen phospholipidischen 
Ladungstragers zu einem synergistischen Effekt kommt. 

8esonders gute Ergebnisse bezugiich der zuvor aufgefuhrten Vorteile weist eine Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaflen Uposomensystems auf. das als phospholipidischen Ladungstrager mindestens ein Salz. 
vorzugsweise em Natrium- und/oder ein Ammoniumsalz. von Phosonatidylglycerol und/oder dessen Deriva- 
ten enthalt. Hierbei handelt es sich vorzugsweise urn das entsprechende Salz von Dimyristoylphosphatidyl- 
glyceroi und/oder Dipaimitoylphosphatidylglycerol. 

Grundsatzlich kann man bei dem erfindungsgemaflen Liposomensystem das Phosphatidylglycerol. das 
bei den zuvor beschriebenen Ausfuhrungsformen in Form eines entsprechenden Salzes vorliegt und somit 
den bevorzugten negativen phospholipidischen Ladungstrager bildet aus jeder naturlichen Substanz wie 
be.s PI elsweise aus Olsaaten. Raps. Sonnenblumen u. dgl.. isolieren und dementsprechend ggf. nach einer 
Rem.gung emsetzen. Besonders geeignet ist es jedoch, wenn man die zuvor genannten Saize des 
Phosphatidylglycerols bzw. der entsprechenden Derivate davon aus Sojabohnen isoliert. so dafl vorzugswei- 
se bei dem erfindungsgemaflen Uposomensystem als negativer Ladungstrager ein Soja- 
Phosphatidylglycerol-Alkalisalz. insbesondere Natrium-oder Kaliumsalz. bzw. ein Scja- 
Phoscnatidylglycerolderivat-Alkalisalz. vorzugsweise Natrium- oder KaliumsaJz, eingesetzt wird. 

Bezugiich der Massenverhaltnisse des mindestens einen Phospholipids zu dem mindestens einen 
negativen phospholipidischen Ladungstrager ist festzuhalten. dafl dieses Massenverhaltnis zwischen 50'1 
bis 400:1, vorzugsweise zwischen 100:1 bis 200:1, variiert Hierbei konnte festgestellt werden. dafl bereits 
die vorstehend kleinen Mengen des negativen Ladungstragers ausreichen, urn das hieraus erstelite 
phospholi PI d.sche Uposomensystem die vorstehend beschriebene Stabilitat bei einer Lagerung sowie eine 
hohe Transparenz zu verieihen. Eine besonders iange Haltbarkeit sowie eine besonders hohe Verteilung der 
uposomen we.st erne Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Uposomensystems auf. das als Phospholi- 
pid Phosphatidylcholin enthalt. Insbesondere- dann. wenn es sich bei dem Phosphatdiylcholin urn hochrei- 
nes Phosphatidylcholm handelt. d.h. urn solch s Phosphatidylcholin. das weniger als etwa 10 Gew.% 
Verunretmgungen aufweist. besitzt ein hieraus hergestelites Uposomensystem. das vorzugsweis als 
SP PidiSChen Udun 9^ager das zuvor beschriebene Soja-Phosphatidylglycerol-Natriumsalz 
enthSlt. d.e emgangs beschriebenen vorteilhatten Egenschaften. Hinzu kommt noch, dafl ein derartiges 
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spezieiles Uposomensystem mit wesenttich genngerem Aufwand und somit in etwa der halben Zeit durcn 
Hochdruckspaltnomogenisation oder Ultrascnail auf einen gewunscnten mittleren Partiketdurchmesser. der 
zwischen 50 nm und 180 nm. vorzugsweise zwischen 70 nm und 1 30 nm. liegt. homogen zerkleinert 
warden kann. Auch lartt sich ein derartig spezieiles Uposomensystem ohne Problem stent filtrieren, wobei 
5 hierfur vorzugsweise 0.2 am Filter eingesetzt werden. 

Beztiglich der Phospholipidkonzentration bei dem erfindungsgematfflen Uposomensystem ist festzuhal- 
ten, da£ diese zwischen 0.5 Gew.% und 20 Gew.% variiert. 

Wie bereits eingangs bescnrieben, kann auch das erfindungsgemafle Uposomensystem sowohl fur 
pharmazeutische als auch fur kosmetische Zwecke eingesetzt werden. 
ro Wird das erfindungsgemafle Uposomensystem fur pharmazeutische Zwecke verwendet, so bestehen 
zwei Mdglichkeiten. 

Hierbei sieht die erste Moglichkeit vor. datf das erfindungsgemafle Uposomensystem in Form eines 
teer-Uposomensystems verwendet wird, d.h. das Uposomensystem als solches weist bereits eine pharma* 
zeutische Wirksamkeit auf. Hier konnte festgesteilt werden. da/J ein derartiges Leer-Uposomensystem 
is hervorragend zur Behandlung von Atherosklerose, erhdhten Blutfettwerten sowie Hepatopathien jeder 
Genese einsetzbar ist. wobei ein derartiges System vorzugsweise neben Wasser und ggf. Alkohol zwischen 
5 Gew.% und 15 Gew.% einer Mischung von Phosphatidylcholin und negativem Ladungstrager in dem 
zuvor genannten Massenverhaltnis enthalt. Insbesondere wird ein derartiges .pharmazeutisches Produkt 
I darn bei seiner Anwendung injiziert. 

20 Die zweite Moglichkeit sieht vor. da/1 in das erfindungsgematfe Uposomensystem ein Wirkstoff 
eingekapselt wird. Hier hat sich gezeigt. dad ein derartig etngekapselter Wirkstoff im Vergleich zu der 
bekannten Aufmachungsform eine verbesserte therapeutische Wirkung. besitzt. ohne dafl hierdurch das 
Behandlungsziel beeintrachtigt wird. Oieser Effekt wird darauf zuruckgefuhrt. daJ3 die in dem Uposomensy- 
stem eingekapseiten Wirkstoffe besonders gleichmaflig uber einen langeren Zeitraum wahrend der thera- 

25 peutischen Anwendung abgegeben werden, so daJ3 auch unerwunschte Nebenwirkungen nicht auftreten 
Oder zumindestens erheblich reduziert sind. 

Oie Auswahl des jeweiligen Wirkstoff es richtet sich dann nach dem jeweiligen Anwendungsgebiet. So 
konnen beispielsweise in dem erfindungsgemaflen Uposomensystem Pentamidin. Pentamidin-Salze. insbe- 
sondere Pentamidin-lsetnionat. jnd/oder Pentamidin-Oenvate gelost una/oaer eingekapselt werden. so da£ 

jo ein derartiges pharmazeutisches Produkt vorzugsweise zur parenteralen und insbesondere zur pulmonalen 
Behandlung von Pneumocystis-carinii-Pneumonie, der afrikanischen Schlafkrankheit Oder von Kala-Azar 
eingesetzt wird.. 

Besonders geeignet ist es jedoch. wenn man den zuvor genannten Wirkstoff nicht von Anfang an bei 
der Herstellung des Uposomensystems einsetzt. sondern den Wirkstoff erst unmittetbar vor der Anwendung 

35 zugibt. Dies kann dadurch geschehen. daA man ein waflriges Uposomensystem mit dem Wirkstoff als 
Trockensubstanz vermischt Oder ein getrocknetes Uposomensystem zunachst in Wasser dispergiert und 
dann die Verm i sen ung mit dem Wirkstoff herbeifuhrt. En derartig hergestelltes pharmazeutisches Produkt 
weist dann eine hohe Transparenz auf. In bestimmten Fallen werden ahniiche Effekte erzieit, indem Leer- 
Uposomen-PrSparationen mit dem Wirkstoff kombiniert werden. ohne dafl dabei der Werkstoff in den 

40 Uposomen eingekapselt wird. 

Weist hingegen das erfindungsgemafle Uposomensystem als Wirkstoff Doxorubicin x HCI auf. so kann 
es als entsprechendes pharmazeutisches Produkt zur Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt 
werden. _ 

Soli hingegen das erfindungsgemafle Uposomensystem zur Behandlung von Viruserkrankungen. insbe- 
45 sondere Viruserkrankungen der Haut verwendet werden. so bietet es sich hier an, einen entsprechenden 
viruciden Wirkstoff. vorzugsweise Rosmarinsaure oder Dextransulfat. einzukapseln. 

Weiterhin konnen in dem erfindungsgemaflen Uposomensystem auch die entsprechenden bekannten 
Wirkstoffe zur Behandlung von Krebs. Aids. Leber- oder Viruserkrankungen eingekapselt oder angelagert 
werden. 

so Die vorliegende Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Herstellung des zuvor beschriebenen 
Uposomensystems. 

Das erfindungsgemafle Verfahren zur Herstellung des erfindungsgemSflen Uposomensystems basiert 
auf der Grunderkenntnis. da£ man zunachst das jeweils eingesetzte Phospholipid, insbesonder das zuvor 
beschriebene Phosphatidylcholin bzw. hochreine Phosphatidylcholin zusammen mit dem phospholipidi- 
55 schen LadungstrSger, insbesondere dem Soja-Phosphatidylglycerol-Natriumsalz; in einenr organischen 
LSsungsmittel I5st oder dispergiert Anschlieflend engt man die Lasting bzw. Dispersion in und gibt 
hiemach eine entsprechende Meng Wasser zu. um so das entsprechende Uposomensystem auszubilden. 

Vorzugsweise verwendet man bei dem zuvor beschri benen^erfindungsgemaflen Verfahren als L5- 
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sungsmittel Ethanol. Prooanol i und'oder Prooanoi 2. 

Abhang.g von dem jewe.ls emgesetzten nicht towschen organiscnen Ld sungsmittel und sa.ner Misch- 
barkeit bzw. Vertraglichke.t m.t Wasser engt man die anfangs hergesteilte Losung bzw. Oisoersion auf 
unterscni dliche Restvoiumina ein. Werden z.3. als nicht tox.sche organische Losungsm.ttel di zuvor 

s genannten Alkohole emgesetzt. sc bietet es sich hier an. die entsorechende Losung des Phospholipids mit 
dem negativen phospholipidischen Ladungstrager auf ein Restvolumen zwischen 3 Vol.% und 30 Vol % 
vorzugswe.se 5 Vol.% bis 10 Vol.%. e.nzuengen. Sei soichen organiscnen Ldsungsmirteln. die m.t Wasser 
nicht mischbar sind. empfiehlt es sich. bis zur Trockenen einzuengenen. 

Urn bet dem erfindungsgemaflen Verfahren ein Liposomensystem herzustellen. das sich durch beson- 

'0 ders gle.chmaflige. gezielt emgestellte mittlere Liposomendurchmesser auszeichnet. bietet es sich an nach 
der Zugabe des Wassers das hierbei entstehende Liposomensystem einer Hochdruckspalthomogenisation 
Oder emer Ultraschailbehandlung zu unterwerfen. Vorzugsweise werden diese Behandlungen solange 
durchgefuhrt. bis die dabei gebildeten Liposome einen m.ttleren Ourchmesser zwischen 50 nm und 180 nm 
aufweisen. 

'5 Zusatzlich hierzu kann man hiernach noch das so behandelte Liposomensystem Gber einen 0 2 urn 
Filter stenl filtrieren. 

Die so hergestellten Liposomensysteme konnen dann entweder direkt anwendungsfenig in entspre- 
cnende Ampullen abgefiillt werden oder nach Zugabe geeigneter Hillsstoffe. insbesondere Kohlehydrate 
scnonend getrocknet. insbesondere gefriergetrocknet. werden. so dafl ein pulverartiges Liposomensystem 
20 entsteht. das durch Zugabe einer geeigneten Menge Wasser wieder die dann anwenoungsbereiten 
erwunscnten Vesikel ausbilden. ohne dafl hierbei ein aufwendiges Ruhren oder sonstiges Vermisches 
erforderlich ist. 

Urn die Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Liposomensystems. das eine der zuvor genannten 
Wirkstoffe aufweist. herzustellen. bestehen wiederum zwei MSglichkeiten. 

25 So sieht die erste Moglichkeit vor. dafl man den Wirkstoff zusammen mit dem Phospholipid und dem 
phospholipidischen Ladungstrager direkt zu Beginn des erfindungsgemaflen Verfahrens in das organische- 
Losungsm.ttel zugibt. Eine Abwandlung dieser Verfahren svariante sieht vor. oafl man das eingesetzte 
Phospnoi.p.d m.t dem in einem nicht waflrigen L3 sungsmittel geldsten. dispergierten bzw. emulgierten 
Wirkstoff beladt. und dann nacn schonenaer Trocknung das so beiadene Phospholipid zusammen mit dem 

jo phospholipidischen Ladungstrager in einem organischen Losungsmittel. das ggf. von dem ersten Losungs- 
m.ttel unterschiedlich ist. lost Anschlieflend wird das organische Ldsungsmittel. wie vorstehend beschrie- 
ben. 9-ngeengt und hiernach das Wasser unter Ausbildung des Wirkstoff-Liposomensystem zugegeben 
wobe, der Wirkstoff dann eingekapselt sein kann. Oiese Verfahrensweise bietet sich insbesondere fur solche 
Falle an. be. denen der Wirkstoff bezuglich seiner Ligerung stabil ist. 

35 Oie zweite Moglichkeit. die insbesondere dann bevorzugt wird. wenn der Wirkstoff nicht in dem zuerst 
emgesetzten organischen LSsungsmittel. sondern in Wasser besser ISsiich ist. sieht vor. dafl man zunSchst 
in der vorstehend beschriebenen Weise das waflrige Liposomensystem herstellt. wobei man dann zusam- 
men mit dem Wasser den Wirkstoff zugibt. 

Ene Abwandlung der zuvor beschriebenen Verfahrensweise. die insbesondere dann angewendet wird 

40 7Z1 ? St0ff " Ur ein9 begren2te Ha,tba * 8it °«itzt geht von einem pulverfQrmigen getrockneten 

Uposomensystem aus. Hierbei wird bei der Redispersierung zusammen mit dem daUi eingesemen 

p2ZJ?« 2U9eSetZt S ° d3/J SOmit erSt ™ der Anwendung eines derartigen 

Produktes der Wirkstoff m.t dem Uposomensystem in Kontakt kommt. 

« sa „n,T" <! n r2 nSCh i ! e Nebenwirkun 9 en auszuschlieflen. wird das erfindungsgemSfle Verfahren vorzugswei- 
<s se unter Schutzgas (Inertgas) durchgefuhrt ^ 

^ Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemaflen Verfahrens sind in den UnteransprOchen angege- 
Oas erfindungsgemafle Verfahren wird nachfolgend anhand von AusfCJhrungsbeispielen nSher erlSutert. 
so Beispiel 1 

Herstellung eines Leer-Liposomensystems 



55 



Phn^H |' , ; osph ^y |cholin hocn «in. d.h. weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen. und 0.5 g Soja- 

W^eTffi? ,^ fl6b ? Cht 088 ert,a ' ten p "Ospholipidgemisch wurde unter Ruhren und Inertgas in 

iS^Z^T^J 6 10 o °° diSPer9i8ft und danach mitte,a Hochdruckspalthomogenisator in 
tunf Umlaufen auf e.nen mrtfl ren Partkeldurchmesser von < 100 ncn gebracht Oas entstandene Uposo- 
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mensystem wurde anscnlieflend unter sterilen Bedingungen uber em 0.2 urn Filter filtriert und unter 
Intertbegasung in 10.0 ml Ampullen abgefuilt. Oas nacn Seisoiel i nergesteilte Phosphatidylchotin/Soja-PG- 
Natriumsystem Uposomensystem wtes folgende Eigenscnaften auf: 
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Phospholipidgehait: 
Aussenen: 

pH: 

Vlskositat: 

osmotischer Druck: 

Transmission (660 nm): 

mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuung): 

Steriiitat: 

Endotoxingehalt (Limuiustest): 

elektronenmikroskopische Charakterisierung (Kryofixierung): 



10% (m/V) 

transparente. leicht opalisierende 

Flussigkeit 

6.1 

2.6 mPa.s 
0.49 (% NaCI) 
75% 
75 nm 

entspricht der Prtifung auf Steriiitat, 
DAB 9 

entspricht Anforderungen des OAB 
9 

40*100 nm unilamellar Uposomen. 
selten bilamellare Liposomen 



Aufgrund seiner Zusammensetzung kann dieses Produkt in folgenden Anwendungsgebie ten verwendet 
werden: Atherosklerose. erhdhte Blutfettwerte. Hepatopathien jeder Genese. 

Beispiel 2 

500 g Phospholipidmischung, bestehend aus 497.5 g Phosphatidylcholin hochrein. d.h. weniger ais 10 
Gew.% Verunreinigungen. und 2.5 g Soia-PG-Natriumsalz. hergestellt nach Beispiel 1. wurden in 6.5 I 
Wasser fur Injektionszwecke unter Ruhren und Inertgas dispergtert. Oanach wurde mit Wasser fur Injek* 
tionszwecke auf 8.0 I aufgefullt. In einem separaten Ansatzgefafl wurden 2 kg Maltose in 1,5 I Wasser fur 
Injektiionszwecke unter Erwarmen auf 70° gelost. Durch mehrere UmlMufen in einem HochdruckspaJthomo- 
genisator (APV Gaulin. Typ LAB 60) wurde das Phopholipidsystem auf einen mittieren Partikeldurchmesser 
von 56 nm gebracht. mit der Majtoseldsung unter Ruhren und Inertgas gemischt, mit Wasser fur 
Injektionszwecke auf 10.0 I aufgefullt. sterilfiltriert. unter aseptischen Bedingungen abgefuilt und gefrierge- 
trocknet. Oas nach der Gefriertrocknung entstandene Lyophilisat wies folgende Merkmale auf:. 



Aussenen: 


kristallines. schwach-gelbes Trockenpulver 


Gehalt an Restfeuchte nach Karl Fischer: 


< 0,7% 


Gehalt an Phospholipiden: 


500 mg/Vial 


Steniitat: 


entspricht der Prtifung auf Steniitat nach OAB 9 


Endotoxingehalt (Limuiustest): 


entspricht den Anforderungen des OAB 9 



Nach Redispergierung des Lyophilisates mit 6.3 ml Wasser fQr Injektionszwecke erhieft man ein 
Uposomensystem mit folgenden Egenschaften: 

45 



Aussehen: 


transparente, leicht opalisierende Flussigkeit 


pH-Wert 


6.5 


Viskositat: 


2.7 mPa.s 


Transmission (660 nm): 


72% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreumethode): 


60 nm 



Oas nach Beispiel 1 gefertigte Phospholipid-Uposomensystem und das nach Beispiel 2 gefertigte 
Lyophilisat kann fQr folgende Anwendungszwecke eingesetzt werden: Atherosklerose, erhQhte Blutfettwerte, 
55 Hepatopathien jeder Genese. Gegenuber des in Beispiel 1 gefertigten wSflrigen Uposomensystems hat das 
nach Beispiel 2 gefertigte Lyophilisat den Vorteil einer noch grcifleren Stabilitit. 

Die nach Beispiel 1 nergesteilte Phospolipidmischung, bestehend aus Phosphatidylcholin und Soja-PG- 
Natriumsalz. kann sowohl zur Herstellung von unbeiadenen, sterilfiltrierbaren Phosphatidylcholin-Uposomen- 
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to 
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systemen (Beisoiel 1 * 2) ais auch fur die Harsteilung von belaaenen stanf n Uposomensystemen 
(Beispiel 3-5) verwendet weraen. 

Beispiel 3 

10 g des erfindungsgemaflen Phosphoiioidgemisches wurden entsprechend Beispiel 1 gemeinsam mit 
0.1 g Propidiumjodid (DNA-Marker) in Ethanoi gelost und nach Trocknung unter Vakuum. Inerrgas und 
Kuhiung .n 1 00 ml Wasser fur Injektionszwecxe dispergiert. Oanacn wurae ebenfalls unter Inertbegasung 
und Kuhiung eme Ultraschallbehandlung durcngefuhrt bis ein mirtterer Panikeldurchmesser aer Uposomen 
von 80 nm (Laserlichtstreuung) erreicht wird. Oas Uposomensystem wurde danach uber ein 02 am Filter 
sterilfiltrien und unter Inertbegasung zur Haifte in braune 1.0 ml Arnpullen abgefullt. In dem stenlen mit 
Propidiumjodid beladenen Uposomensystem wurde mittels. eines Dialyseverfahrens (Dianorm a -Gerat. Zellu- 
losetriacetatmembran NMGT 20000) der Anteil an liposomalgebundenem Propidiumjodid ermittelt. Oanacn 
betrug c~- iiosomalgebundene Propidiumjodidanteil 29%. In der 2. sterilfiltrienen Haifte wurde der Anteil 
n.cnt l.posomalgebunoenen Propidiumjodids minels Ultrafiltration uber eine ZellulosemacetatmemDran 
NMGT 20000 abgetrennt. die Uoosomendispersion nochmals uber 0.2 urn steriffiltriert und zu t 0 ml unter 
inertbegasung in braune Arnpullen abgefullt. Die somit erhaltene Liposomendispersion wies folqende 
Etgenschaften auf: 



20 



25 



Phospholipidgehait: 
Propidiumjodidgehalt: 
pH-Wert: 
Viskositat: 

mittl. Partikeldurchmeser (Laserlichtstreuung): 



100 mg/ml 
0.285 mg/ml 
7.2 

1,7 mPa.s 
129 nm 



Beispiel 4 
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18.4 g der in Beispiel 1 beschriebenen Phospholioidmischung wurden gemeinsam mit 0.92 g Chinoling- 
elb in Ethanol geldst, unter Vakuum zur Trockne gebracht, mit Wasser fur Injektionszwecke ad 200 ml 
dispergiert und danach unter Kuhiung ultraschallbehandelt. Das erhaltene Uposomensystem wurde an- 
schl.eflend ster.initriert und unter aseptischen Bedingungen in Injektionsflaschen zu 5.0 ml abgefullt Die 
sterilfiltnerte Liposomendispersion wies folgende Eigenschaften auf: 



Aussehen: 
pH-Wert: 

mittl. Partikeldurchmeser (Laserstreulichtmethode): 

Transmission (660 nm): 

Steniitat: 

Chinolingelb, lipsomalgebunden: 
Chinolingelb, nicht liposomaigebunden: 



transparente. opalisierende gelbe Flussigkeit 
6.4 

75 nm 
33% 

entspricht der Prufung auf SterilitaL DAB 9 
1.38 mg/ml 
22 mg/ml 



Zur Bestimmung des Anteils an liposomalgebundenem Chinolingelb wurde mittels Ultrafiltration Ciber 

NMGT 20000 dGr niCht "P^malgebundenen Chinolinge.banteil abgetrennt 
und photometnsch ,n der Liposomendispersion und im Rtrat der Anteil Chinolingelb bestimmt 

Die entsprechend.Beispiel 2 in ein sterifes Trockenpulver uberfuhrte erfindungsgemafle Phospholipidmi- 

S,! 9n K?f 3U ' h 2Uf extem P° rierte " < r "*Y to use) Herstellung von mit aktiven wasserlosiichen 
ouostanzen beladenen Uposomen. 

Beispiel 5 

2000 S !!^ e T S r 3 I r0C ^ e « PU,V ! r • entspfechend 50 ° m 9 Phospholipidmischung beschrieben in Beispiel 1. und 
eZZl^ ^ 7n ^ T! tS -° m ' °° XOmbiCin HC '* LSsun 9 < 100 m 9 Doxorubicin HO) dispergiert Das 
tESZiE m,t °° xonjb,cin HCI **»•«• Uposomen-Redispergat (6.8 ml) wies einen dehalt an 
T n m9/m ' eine " Ges ^D«orubian HCI G halt von 0.73S mg/ml au f. Der AntS 
an hposomalgebundenem Doxorubicin HCI wurd mit 0.58 mg/ml ermittelt und entspricht einer Bnschluflra- 
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Patentanspruche 

1. Waflriges Lioosomensystem. das ggf. neben einem nicht toxischen organischen Losungsmittef minde- 
stens em Phospholipid aufweist. Gadurcn gekennzeichnet. dad das Lioosomensystem neben dem 
Phospnolipid des weiteren mindestens einen phosphoiipidiscnen Ladungstrager umfadt. 

2. Liposomensystem nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dad es als phospnolioidischen Ladungs- 
trager minaestens ein Salz. vorzugsweise Natrium- und/oder Ammoniumsalz. von Phosphatidyiglycerol 
und/oder dessen Oerivaten aufweist. 

3. Liposomensystem nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dad es als Ladungstrager das Salz. von 
Dimyristoylphosphatidylglycerol und/oder Oipalmitoylphosphatidylglycerol aufweist. 

4. Liposomensystem nach Anspruch 2 Oder 3. dadurch gekennzeichnet. dad das Phosphatidyiglycerol em 
Soja-Phosphatidylglycerol ist. 

5. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. dad es das 
Phospholipid zu dem phosphoiipidiscnen Ladungstrager in einem Massenverhaltnis von 50:1 bis 400:1, 
vorzugsweise von 100:1 bis 200:1, aufweist. 

6. Liposomensystem nach einem der vorgenannten Anspruche. dadurch gekennzeichnet. da/J es zwischen 
0.5 Gew.% und 20 Gew.% Phospholipid enthalt. 

7. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. dad es als 
Phospnolipid Phosphatidylcholin enthalt. 

8. Liposomensystem nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. dad das Phosphatidylcholin ein hochrei- 
nes Phosphatidylcholin ist und weniger ais 10 Gew.% Verunreinigungen aufweist. 

9. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet, dad es minde- 
stens eine pharmazeutisch wirksame Substanz beinhaltet. 

10. Liposomensystem nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. dad die wirksame Substanz ein Wirkstoff 
zur 8ehandlung von Krebs. Aids. Leber-. Viruserkrankungen Oder Pneumocystis-carinii-Pneumonie ist. 

11. Verfahren zur Herstellung eines Liposomensystems nach einem der Anspruche 1 bis 10. dadurch 
gekennzeichnet. dad man zunachst das Phospholipid zusammen mit dem phosphoiipidiscnen Ladungs- 
trager in einem organischen Losungsmittef lost Oder dispergiert anschliedend die Losung bzw. 
Dispersion einengt und hiernach Wasser unter Ausbiidung des Liposomensystems zugibt 

12. Verfahren nach Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet dad man als organisches Losungsmittel Ethanol. 
Propanol 1 und/oder Propanoi 2 verwendet 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12. dadurch gekennzeichnet, dad man die Losung bzw. Dispersion 
auf ein-Restvoiumen an Losungsmittel von 0 Vol.% bis 30 Vol.%, vorzugsweise 5 Vol.% bis 10 Vol.%, 
einengt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13. dadurch gekennzeichnet, dad man nach der Zugabe 
des Wassers das hierbei entstehende Liposomensystem einer Hochdruckspalthomogenisation oder 
einer Ultraschallbehandlung unterwirft. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dad man die Hochdruckspalthomogenisation 
bzw. die Ultraschallbehandlung soiange durchfuhrt. bis die dabei gebiideten Liposome einen mittler n 
Durchmesser zwischen 50 nm und 180 rim aufweisen. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 15. dadurch gekennzeichnet. dad man das Liposomensy- 
stem uber einen 0.2 urn Filter filtriert 
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te von ca. 73%. 

. Die Ermittiung des liposomaigebundenen Doxorubicin HCl An toils erfoigte nacn der Oialysemethode 
mittels Uposomaten. Einsatz 5.0 ml. Oauer 5 Std. 

Beispiel 6 
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Herstellung eines Leer-Liposomensystems 

tOO g Phosphatidylcholin hochrein. d.h. weniger als 10 Gew.% Venjnreinigungen. und 0 502 a Soia- 
Phospnaodylglycerol-Natriumsalz (PG) weroen in 500 ml Ethanol OAS 9 geldst und anscnlieflend unter 
Vakuum auf e.nen Trockensubstanzgehalt von 92 Gew.% eingestellt. Oas erhaltene Phospnolipidgemisch 
bestehend aus 91.54 Gew.% Phosphatidylcholin. 0.46 Gew.% Soja-Phosphatidylglycerol-Natriumsalz 6 
Gew.% Ethanol und 2 Gew.% Wasser. wurde unter Ruhren und Inerlgas in Wasser Kir Injektionsrwecke'ad 
1000 ml d.sperg,ert und danach mittels Hochdruckspalthomogenisator in funf Umlaufen auf einen mittleren 
Part.keldurchmesser von < 100 nm gebracht. Oas entstandene Uposomensystem wurde anschlieflend unter 
ster.len Bed.ngungen iiber ein 0.2 urn Filter filtriert und unter Inertbegasung in 10.0 ml Ampullen abgefiillt 
Oas nach Be.spiel 6 hergestellte PhosphatidylcholirvSoja-PG-Natriumsystem Uposomensystem wies folgen^ 
de EigenscMaften auf: * 
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Phosphatidylcholingenait: 

Aussehen: 

PH: 

Viskositat: 
osmotischer Oruck: 
Transmission (650 urn): 

mitti. Partikeldurchmesser (Laser(ichtstreuung): 
Sterilitat: 

Endotoxingehalt (Umulustest): 



10% (m/V) 

transparente. leicht opaiisierende Russigkeit 
6.1 

2,6 mPa.s 
0,49 (% NaCI) 
75% 
75 nm 

entspncht der Prufung auf Sterilitat. 0A8 9 
entspricht den Anforderungen des OAB 9 



wJiJ^T* ''I?' ZusammenS9,2un 9 ka ™ *«es Produkt in folgenden Anwendungsgebieten verwendet 
warden: Atherosklerose. erhohte aiutfettwena. Hepatopathien jeder Genese. 

Beispiel 7 

Herstellung eines Leer-Liposomensystems 

p h oJ^J/,!r Ph ^ y,Ch0lin h0Chr8in ' d - h - W6niger 3,5 ,0 Gew - % Verunreinigungen. und 0.502 g Soja- 
S ^'St' T m T (PG> W9rd8n 500 m ' Ethano1 0AB 9 ae,6st "^anscnlieflend umer 
a, r™ k8 "*"°*an 2 gehalt von 92 Gew.% eingestellt. Oas erhaltene Phospholipidgemisch 

Gew%E^ ^ GeW - % Soia-Phosphaadylglycero^aSium^re 

^ ml SLi^ h Z V ! aSSer - Unt8r Rflhren und ****** in W *"' lniekt,on«wacke ad 
M ZSXhH"2 m,R8,S Hoch ^=^P^tr.omogenisator bei 500 bar in funf UmlSufen auf 

aZhiS t Part, f e, .? urc S me5W <*» < '00 nm gebracht Das entstandene Uposomensystem wurde 
ZT2n? b n ™ n 8f " en Bedin 9 un 9 en *• 0-2 am Filter filtriert und unter Inertbegasung in 10 0 m! 

n^nsltam w 9 « m "> V ? her0eS,e " te Ph «P"^ylcho.in/Soia.PG.NaWms y stem Upo£ 

mensystem wies folgende Bgenschaften auf: . ^ 



PhosphatidylcholingehaJt: 

Aussehen: 

pH: 

Viskositat 

Transmission (660 nm): 

mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuuno)- 
Sterilitat: y 

Endotoxingehalt (Umulust st): 



1.2% (m/V) 

transparente. leicht opaiisierende RQssigkeit 
6,19 

1,4 mPa.s 
82% 
58 nm 

entspricht der PrGfung auf Sterilitat DAB 9 
entspricht den Anforderungen des OAB 9 
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17. Verfahren nacn emem der Anspruche n bis 16. dadurcn gekennzeichnet. dai3 man das durch die 
Zugade des Wassers gebildete Li po somen system nach Zugabe eines geeigneten Hilfsstottes. insb - 
sondere eines Kohlehydrates. schonend trocknet, insoesondere gefriertrocknet. 

18. Verfahren zut Herstellung eines mit einem Wirkstoff versehenen Uposomensy stems nach einem der 
Anspruche 9 bis 17, dadurcn gekennzeichnet. daU man den Wirkstoff zusammen mitdem Phospholipid 
und dem phospholipidischen Ladungstrager in dem organischen Losungsmittel lost, emulgiert od r 
dispergiert 

19. Verfahren zur Herstellung eines mit einem Wirkstoff versehenen Uposomensy stems nach Anspruch 17. 
dadurcn gekennzeichnet, dad man das getrocknete Liposomensystem in Wasser. dem mindestens em ' 
pharma2eutisch wirksame Substanz zugesetzt ist. aufnimmt. 



9 



'E>> OH0«7'(3).. 



4£ 




• tfciropifscftea Patontsmt • ! 

j: P^S^gd4gg|^31 J 0 ^6ffen«c h «ngsn„ mm en 0 470 437 A1 



© Anmeldenummer: 91112377.6 
@ Anmeldetag: 24.07.91 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 
© int. Ci.': A61K 9/127 



® Prioritat: 06.08.90 DE 4024886 


0 Anmelder: A. Nattermann & Cle. GmbH 


19.0X91 DE 4108902 


Nattermannallee 1 


10.07.91 DE 4122744 


W-5000 Koln 30(OE) 


@ Veroffentiichungstag der Anmeldung: 


® Erfinder: Hager, Jorg 


12.02.92 Patentblatt 92/07 


Hermann-Joseph-Schmitt-Strasse 48 


© Benannte Vertragsstaaten: 


W-5000 Koln 30(DE) 


Erfinder: Durr, Manfred Dr. 


AT BE CH OE DK ES FR GB GR IT LI LU NL SE 


Hohe Strasse 14 




W-5010 Bergheim-GIessen(DE) 




Erfinder: Lunebach, Ernst Dr. 




Magdalenenweg 3 




W-5024 Erttstadt-Lechenich(DE) 




© Vertreter: During, Wolfgang, Dr. Ing. 




Mdrikestrassa 18 




W-4000 Oilsseldorf 30(DE) 



0 Wasserhaltlges Llposomensystem. 

® Es wird ein WSflriges Liposomensystem. das ggf. neben einem nicht toxischen organischen Losungsmittel 
mindestens ein Phospholipid aufweist. beschrieben. Hierbei enthalt das Liposomensystem neben dem minde- 
stens einen Phospholipid des weiteren mindestens einen Phospholipidischen Ladungstrager. 
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Oie voriiegenae Eriindung cetnfft e .n wasserha.tiges Uposomensystem nach dem Oberbegriff des 
Patentansprucns 1 sow,e e,n Verianren zur Herste.lung e.nes deran.gen Uposomensystems 

Phosohol.o.a.sche Uposomensysteme s.nd fur versch.eden Anw 8 ndungen bekannt So w rden dies 
Systeme be.spieiswe.se im kosmenscnen Bereich Oder fur die Herstellung von pharmazeutischen PrJ,,L n 
, eingesetzt Dabei s.nd die jew,.igen Wlrkstorfe in den als LposcJn b.LehnSTS5.^SS 
e.ngekaoselt. wobe, d.ese liposome vorzugswe.se in ihrem Inneren erne waflrige Phase enthal.eHn T 
der entsprechende Wirkstorf dann entsprechend gelost. dispergiert Oder emu.giert |„ Nach aufl^ sind Z 
Uposomen durcn e.ne Lip.ddoppeimembran begrenzt. d d e 

So bescnre.ben beisoielsweise die EP A 03 09 519 und die EP A 03 15 467 Uoosomensvsm™ 
-o oen Wirkstorf Pemam.din einkapse.n und die als entsprechende P^eJ^Z^TeZlnZ 

Die bekannten liposomensys:eme weisen haufig den Nachteil auf.oafl sie die Tender* besitzen schon 
nach kurzer Ze.t emen unerwiinschten Bodensatz auszubilden. oesiizen. scnon 

Oer vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. ein wasserhaitiges phosoholipidisches Uposo- 
-s mensystem zur Verrugung zu steilen. das eine besonders hohe Stability besiw und som.t nicm zur 
Ausoildung e.nes Bodensatzes neigt. 

Oiese Aufgabe wird erfindungsgemafl durch ein Uposomensystem mit dem kennzeichnenden Merkmal 
des Patentanspruchs 1 gelost. B aen wieremai 

Oas erfindungsgemafle wasserhaltige Uposomensystem weist neben dem mindestens einen Phosoholi- 
20 pid des we.teren mindestens einen phospholipidischen Ladungstrager auf «5pno.. 
Oas enindungsgemafle Uposomensystem weist e.ne Heine von Vorte.len auf. So konnte festgestellt 
werden. da* das en.ndungsgemafle Uposomensystem auch bei einer e«rem langen Lagerze^on men« 
ren Monaten b.s Jahren keine Tendenz zeigte. einen Bodensatz Oder Ablagerungen an den GefiwTndun- 
gen auszub.fden. Des weiteren desitzt das erfindungsgemafle Uposomensystem Z Z^t'~z 
« und .st n.cht. w.e be. den bekannten Uposomensystemen. milchig Mb. Oies wiederum fuhVdaTdaTbei 
dem ertndungsgemaflen Uposomensystem ohne Schwierigkeiten eine Priifung auf Fremdpartikeln durch 
fuhrbar ,s, da es hienur ledig.ich erforderlich ist. die entsprechende Upe^hp^TSIiSS 
venanren cu uoerpruren. Aucn ist es steril fiitrieroar. so dafl sich oas erfindungsgemafle SiimSS. 
:nsbesonaere rur e.ne pharmazeurische. kosmetische Oder diabetrscne Anwendung e.gnet L - P ° S ° menSyS,em 
30 D.e zuvor bescnriebenen vorteilhaften Wirkungen des erfindungsgemaflen Uposomensystems werden 

UduLXT ^ 65 0ffenSiCW,iCh aU ' 9njnd def ^ esenhe * des "^a'ven SSSSS 
Udungstragers zu emem synergistischen Effekt kommt. H 

Besonoers gute Ergebnisse bezuglich der zuvor aufgefiihrten Vorteile w eis , 9 ine Ausfiihrungsform des 
emndungsgemaflen Uposomensystems auf. das als phospholipidischen Ladungstrager mindestens eTsalz 

^^^i^ZZZZ^Zr «" 6ntSPreChende »* V °" ^3«cy,hospha ti dy,. 

b6i iT dSat2 'L Ch k K nn K man b6i erfindu "9 s °emiiflen Uposomensystem das Phosphatidylglycerol das 
be. den zuvor beschnebenen Ausfuhrungsformen in Form eines entsprechenden Salzes vorlieat und sorS 
den bevorzugten negativen phospho.ipidischen Ladungstrager bi.de. aus jede naSche ?S£TZ 

eZ TIT? Besonders 9 eei 9 not '« es jedoch. wenn man die zuvor genannten SaJze des 

se be. dem erfindungsgemaflen Uposomensystem als negativer Ladunostraaer -in \«L 
-s Phosphat.dylglycero.-A.kaiisaJz. insbesondere Natrium^der KiiumsalZ^ ein Sof 

Phospha^y, g ^^ vor2ugsvveise Natn . um . oder ^. um ^ f ™ So,a. 

Bezughch der Massenverhaltnisse ces mindestens einen Phospholipids zu dem mindestens einen 

so Se ?ors teh1n? 9 r T*" ^ biS 2 °° :1 ' variiert Hi8rb8i konnt9 fe «9^'« ^en. dafl befeite 
k en9en d6S ne9ativen «^«"9^gers ausreichen. um das hierauTersteMte 

phosphol, P ,d,sche Uposomensystem die vorstehend beschriebene Stability bei einer SoeZg lo^^ 

^^ZTT B T beS ° nderS ,an ° e Haltbafkeit S0Wie ei " 8 ^sonders^rJerteiZg der 
#VZ£^£S^ erfindungsgemaflen Uposomensystems auf. d« a.s PhospU- 
ss nes Phosphatidytehoirhlndelt nS f f eS ° ndef d ^ n - " enn es sicn "« dem Phosphatdiylcholin um hochrei- 
verunreinigungen ^ZSJ^Z^^J!**".. Phos ^^ *** - niger als etwa ,0 Gew.r. 
« gativen P hosphoSsTh ^'n ^0^^ her98 , Ste,l,es Uposomensystem. das vorzugsweis als 
enthalL di einga^os b esC h rie ^ Soja-Phosphafdylglycerol-Natnumsalz 
emgangs beschnebenen vorte.lhaften Egenschaften. Hinzu kommt noch. dafl ein derartges 
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spezieiies Liposomensystem mit wesenttich gennger^m Aufwand und somit in etwa der halben Zeit durch 
Hochdruckspalthomogenisation oaer Ultrascnall auf einen gewunschten mittleren Partikeldurchmesser. der 
zwischen SO nm und 180 nm, vorzugsweis zwischen 70 nm und 1 30 nm. liegt. homogen zerkleinert 
warden kann. Auch la/Jt sich ein derartig spezielles Liposomensystem ohne Problem sterif filtrieren. wobei 
5 hierfur vorzugsweise 0.2 urn Filter eingesetrt werden. 

Bezugiich der Phospholipidkonzentration bei dem eriindungsgematfflen Liposomensystem ist festzuhal- 
ten, da/3 diese zwischen 0.5 Gew.% und 20 Gew.% variiert. 

Wie bereits eingangs bescnrieben, kann auch das erfindungsgema/Je Liposomensystem sowohi fur 
pharmazeutische als auch fur kosmetische Zwecke eingesetzt werden. 
io Wird das erfindungsgemafle Liposomensystem fur pharmazeutische Zwecke verwendet. so bestehen 
zwei Moglichkeiten. 

Hierbei sieht die erste Moglichkeit vor. da/3 das erfindungsgema/Je Liposomensystem in Form eines 
Leer-Uposomensystems verwendet wird. d.h. das Liposomensystem als solches weist bereits eine pharma- 
zeutische Wirksamkeit auf. Hier konnte festgestellt werden. da/J ein derartiges Leer-Liposomensystem 
is hervorragend zur Behandlung von Atherosklerose. erhdhten Blutfettwerten sowie Hepatopathien jeder 
Genese einsetzbar ist. wobei ein derartiges System vorzugsweise neben Wasser und ggf. Alkohol zwischen 
5 Gew.% und 15 Gew.% einer Mischung von Phosphatidylcholin und negativem Ladungstrager in dem 
zuvor genannten Massenverhaltnis enthalt. Insbesondere wird ein derartiges .pharmazeutisches Produkt 
± dann bei seiner Anwendung injiziert. 

20 Die zweite Moglichkeit sieht vor. da/3 in das erfindungsgemafle Liposomensystem ein Wirkstoff 
eingekapseit wird. Hier hat sich gezeigt. da/3 ein derartig eingekapseiter Wirkstoff im Vergleich zu der 
bekannten Aufmachungsform eine verbesserte therapeutische Wirkung, besitzt. ohne daR hierdurch das 
Behandlungsziel beeintrachtigt wird. Oieser Effekt wird darauf zuruckgefuhrt. da/3 die in dem Liposomensy- 
stem etngekapselten Wirkstorfe besonders gleichma/Jig iiber einen langeren Zeitraum wahrend der thera- 

25 peutischen Anwendung abgegeben werden. so da/3 auch unerwunschte Nebenwirkungen nicht auftreten 
Oder zumindestens erhebtich reduziert sind. 

Die Auswahl des jeweiligen Wirkstoffes richtet sich dann nach dem jeweiligen Anwendungsgebiet. So 
konnen beispietsweise in dem erfindungsgema/Jen Liposomensystem Pentamidin, Pentamidin-Saize. insbe- 
sondere Pentamidin*lsetnionat. jnd/oder Pentamidin- Oerivate gelost unovoder eingekapselt werden. so da/3 

:o ein derartiges pharmazeutisches Produkt vorzugsweise zur parenteralen und insbesondere zur pulmonalen 
Behandlung von Pneumocystis-carinii-Pneumonie. der afrikanischen Schlafkrankheit Oder von Kala-Azar 
eingesetzt wird. 

Besonders geeignet ist es jedoch. wenn man den zuvor genannten Wirkstoff nicht von Anfang an bei 
der Herstellung des Uposomensystems einsetzt. sondern den Wirkstoff erst unmtttelbar vor der Anwendung 

35 zugtbt. Dies kann dadurch geschehen. da/3 man ein wa/Jriges Liposomensystem mit dem Wirkstoff als 
Trockensubstanz vermischt Oder ein getrocknetes Liposomensystem zunachst in Wasser dispergiert und 
dann die Vermischung mit dem Wirkstoff herbeifuhrt. En derartig hergestelltes pharmazeutisches Produkt 
weist dann eine hohe Transparenz auf. In bestimmten Fallen werden ahnliche Effekte erzieft. indem Leer* 
Uposomen-Praparationen mit dem Wirkstoff kombiniert werden, ohne da/3 dabei der Werkstoff in den 

40 Liposomen eingekapselt wird. 

Weist hingegen das erfindungsgema/Je Liposomensystem als Wirkstoff Doxorubicin x HCI auf, so kann 
es als entsprechendes pharmazeutisches Produkt zur Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt 
werden, _ 

Sod hingegen das erfindungsgema/Je Liposomensystem zur Behandlung von Viruserkrankungen. insbe- 
45 sondere Viruserkrankungen der Haut verwendet werden, so bietet es sich hier an, einen entsprechenden 
viruciden Wirkstoff, vorzugsweise Rosmarinsaure Oder Oextransulfat. einzukapseln. 

Weiterhin konnen in dem erfindungsgema/Jen Liposomensystem auch die entsprechenden bekannten 
Wirkstoffe zur Behandlung von Krebs, Aids. Leber- Oder Viruserkrankungen eingekapselt Oder angelagert 
werden. 

so Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung des zuvor beschriebenen 
Uposomensystems. 

Oas erfindungsgema/Je Verfahren zur Herstellung des erfindungsgema/Jen Uposomensystems basiert 
auf der Grunderkenntnis. da/3 man zunachst das jeweils einges tzt Ph spholipid. insbesonder das zuvor 
beschriebene Phosphatidylcholin bzw. hochreine Phosphatidylcholin zusammen mit dem phospholipidi- 
55 schen LadungstrSger, insbesondere dem Soja-Phosphatidylglycerol-NatriumsaJz; in einem organischen 
LQsungsmittel last Oder dispergiert Anschlieflend engt man die LSsung bzw. Dispersion ein und gibt 
hiemach eine entsprechende Menge Wasser zu, urn so das entsprechende Liposomensystem auszubilden. 

Vorzugsweise v rw ndet man bei dem zuvor bescnrieben rfcerfindungsgemaflen Verfahren als Lfi- 



3 



) 

BP 0 470 437 A1 



20 



25 



sungsmittel Ethanol. Prooanot t und/oaer Prooanoi 2. 

Abhangig von dem jew .Is einges tzten nicht to*ischen organiscnen Losungsmittel und semer Miscft- 
barkeit bzw. Vertraglichkett mir Wasser engt man die anfangs hergestellte Losung bzw. Disoersion auf 
unterschiedliche Restvoiumina ein. Werden z.B. als nicht toxische organische Losungsm.ttel di zuvor 
s genannten Alkohole emgesetzt. so btetet es sich hier an. die entsorechende Losung des Phospholipids mit 
dem negativen phospholipidiscnen Ladungstrager auf ein Restvolumen zwischen 3 Vol.% und 30 Vol % 
vorzugsweise 5 Vol.% bis 10 Vol.%, einzuengen. 8ei solchen organischen Losungsmitteln. die m.t Wasser 
nicht mischbar smd. empfiehlt es sich. bis zur Trockenen einzuengenen. 

Urn bei dem erfindungsgematfen Verlahren ein Liposomensystem herzustellen. das sich durch beson- 
w ders gleichmaflige. gezielt emgestellte mittlere Uposomendurchmesser auszeichnet. bietet es sich an nach 
der Zugabe des Wassers das n;erbei entstehende Uposomensystem einer Hochdruckspalthomogenisation 
Oder emer Ultraschallbehandlung zu unterwerfen. Vorzugsweise weroen diese Behanolungen solange 
durchgefuhrt. bis die dabei gebildeten Liposome eineri mittleren Ourchmesser zwischen 50 nm und 180 nm 
aufweisen. 

*s Zusatziich hierzu kann man hiernach noch das so behandelte Liposomensystem uber einen 0 2 urn 
Filter steril filtrieren. 

Die so hergestellten Uposomensysteme konnen dann entweder direkt anwendungsfeaig in entspre- 
chenae Ampullen abgefullt werden Oder nach Zugabe geeigneter Hiifsstoffe. insbesondere Kohlehydrate 
scnonend getrocknet. insbesondere gefriergetrocknet. werden. so da* ein pulveraniges Liposomensystem 
entsteht. das durch Zugabe einer gee.gneten Menge Wasser wieder die dann anwendungsbere.ten 
erwunschten Vesikel ausoilden. ohne dafl hierbei e.n aufwendiges fluhren oder sonstiges Vermisches 
erforderlich ist. 

Urn die Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Uposomensystems. das eine der zuvor genannten 
Wirkstoffe aufweist. herzustellen, bestehen wiederum zwei MSglichkeiten. 

So sieht die erste Moglichkeit vor. dafl man den Wirkstoff zusammen mit dem Phospholipid und dem 
phosphol.p.d.schen Ladungstrager direkt zu Beginn des erfindungsgemaflen Verfahrens in das organische 
Losungsm.ttel zugibt. Eine Abwandlung dieser Verfahrensvariame sieht vor. dafl man das eingesetzte 
Phosphoi.p.d m.t dem in einem nicht waflrigen Losungsmittel gelosten. dispergierten bzw. emulgierten 
Wirkstoff beladt. und dann nacn schonenoer Trockrung das so beladene Phospholipid zusammen mit dem 
phosphol ipi d 1S chen Ladungstrager in einem organischen Losungsmittel. das ggf. von dem ersten Losunqs- 
m.ttel unterschiedlich ist. !6st Anschlieflend wird das organische LSsungsmittel. wie vorstehend beschrie- 
ben. eingeengt und hiernach das Wasser unter Ausbildung des Wirkstoff-Uposomensystem zugegeben 
wobe. der Wirkstoff dann eingekapselt sein kann. Oiese Verfahrensweise bietet sich insbesondere fOrsolche 
Falle an. bei denen der Wirkstoff beziiglich seiner Ugerung stabil ist. 

Die zweite Moglichkeit. die insbesondere dann bevorzugt wird. wenn der Wirkstoff nicht in dem zuerst 
emgesetzten organischen Losungsmittel. sondern in Wasser besser loslich ist. sieht vor. dafl man zunSchst 
m der vorstehend beschriebenen Weise das waflrige Uposomensystem herstellt. wobei man dann zusam- 
men mit dem Wasser den Wirkstoff zugibt. 

Jf? A ^ d,u " 9 der ^ uvor beschnebenen Verfahrensweise. die insbesondere dann angewendet wird. 
wenn der Wirkstoff nur eine begrenzte Haltbarkeit besitzt geht von einem puiverfSrmigen getrockneten 

wr,rr yS ^«« " H,8rbei Wird b9i d9r Redis P e ' sie ™9 ^men mit dem dabei eingesetzten 
p£?1 !, „ zugesetzt so dafl somit erst unmittelbar vor der Anwendung eines derartigen 

Produktes der Wirkstoff mit dem Uposomensystem in Kontaktkommt 

se u^Z^TT 90 ^ Ne, * nwiriajnQen auszuschlieflen. wird das erfindungsgemafle Verfahren vorzugswei- 
se unter Schutzgas (Inertgas) durchgefiJhrt. s 

^ Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemaflen Verfahrens sind in den UnteransprOchen angege- 
Oas erfindungsgemafle Verfahren wird nachfolgend anhand von Ausfiihrungsbeispielen naher erlautert 
so 8eispiel i 

Herstellung eines Leer-Uposomensystems 

ss PhrJ^tS fj) 080 ^^ 01 ''" ***** dA weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen. und 0.5 g Soja- 
V^T^ TT <PG) W6r<Jen in 500 ml Ethano1 DAB 9 «"* anschlieflend umer 

WaLseTfS J^SZZ *Ti 0 ^ ert,a,,en Phos P h °«P«9emisch wurde unter ROhren und Inertgas in 

• mTu J^n ? * M 1000 m ' dis ^ ien Uf * danach mittels Hochdruckspalthomogenisator in 
fQnf Umlaufen auf men mrttJeren Partikeldurchmesser von < 100 n«n gebracht Das entstanden Uposo- 
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mensystem wurde anschliedena unter stenlen Bedingungen uber etn 0,2 urn Filter fittriert und unter 
intenbegasung in 10,0 ml Ampuilen abgefullt. Oas nacn Beisoiei 1 hergesteiite PhospnatidylcholirvSoja-PG- 
Natriumsystem Uposomensystem wies folgenae Eigenscnaften auf: 



Phospholipidgehait: 


10% (m/V) 


Aussenen: 


transparente, leicht opalisierende 




Flussigkeit 


pH: 


6.1 ' 


Viskositat: 


2,6 mPa.s 


osmotischer Druck: 


0,49 (% NaCI) 


Transmission (660 nm): 


75% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserfichtstreuung): 


75 nm 


Sterilitat: 


entspricht der Prufung auf Sterilitat. 




OA8 9 


Endotoxingehalt (Umulustest): 


entspricht Anforderungen des DAB 
9 


elektronenmikroskopische Charakterisierung (Kryofixierung): 


. 40-100 nm unilamellar Liposomen, 




salten bilamellare Liposomen 



Aufgrund seiner Zusammensetzung kann dieses Produkt in folgenden Anwendungsgebieten verwendet 
werden: Atherosklerose. erhdhte Blutfettwerte. Hepatopathien jeder Genese. 



Beispiel 2 

500 g Phospholipidmischung, bestehend aus 497.5 g Phosphatidylchoiin hochrein, d.h. weniger als 10' 
Gew.% Verunreinigungen. und 2,5 g Soja-PG-Natriumsalz. hergestellt nach Beisoiei 1. wurden in 6.5 I 
Wasser fur Injektionszwecke unter Ruhren und Inertgas dispergiert. Danach wurde mit Wasser fQr Injek- 
tionszwecke auf 8.0 I aufgefullt. In einem separaten Ansatzgefafl wurden 2 kg Maltose in 1.5 I Wasser fur 
Injektiionszwecke unter Erwarmen auf 70° gelost. Ourch mehrere UmlSufen in einem HochdruckspaJthomo- 
genisator (APV Gaulin, Typ LAB 60) wurde das Phopholipidsystem auf einen mittleren Partikeldurchmesser 
von 56 nm gebracht. mit der Maftoseldsung unter Ruhren und Inertgas gemischt. mit Wasser fur 
Injektionszwecke auf 10,0 I aufgefullt. sterilfiitriert. unter aseptischen Bedingungen abgefiillt und gefrierge- 
trocknet. Oas nach der Gefriertrocknung entstandene Lyophilisat wies folgende Merkmale auf: 



Aussenen: 


kristallines. schwach-gelbes Trockenpulver 


Gehalt an Restfeuchte nach Karl Fischer: 


< 0.7% 


GehaJt an Phosphoiipiden: 


500 mg/ViaJ 


Sterilitat 


entspricht der Prufung auf Sterilitat nach OAB 9 


Endotoxingehalt (Umulustest): 


entspricht den Anforderungen des OAB 9 



Nach Redispergierung des Lyophilisates mit 8,3 ml Wasser fu> Injektionszwecke erhielt man ein 
Uposomensystem mit folgenden Egenschaften: 



Aussenen: 


transparente. leicht opalisierende FKJssigkeit 


pH-Wert 


6.5 


Viskositat: 


2.7 mPa.s 


Transmission (660 nm): 


72% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreumethode): 


60 nm 



Oas nach Beispiel 1 gefertigte Phosphoiipid-Uposomensystem und das nach Beispiel 2 gefertigte 
Lyophilisat kann fQr folgende Anwendungszwecke eingesetzt werden: Atherosklerose. erhcJhte Blutfettwerte, 
Hepatopathien jeder Genese. Gegenuber des in Beispiel 1 gefertigten wMflrigen Uposomensystems hat das 
nach Beispiel 2 gefertigte Lyophilisat den Vorteil einer noch grSfleren StabiUtSL 

Oie nach Beispiel 1 hergestellte Phospolipidmischung. bestehend aus Phosphatidylchoiin und Soja-PG- 
Natriumsalz. kann sowohl zur Herstellung von unbeladenen, sterilfiltrierbaren Phosphatidylcholin-Uposomen- 
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l S ?n m T,^ eiS0,el h ,* 2 i 315 3UC " * e Herste,lu "9 eeiadenen stenien liposomensystemen 

(Beispiel 3-5) verwendet werden. - HW B 

Beispiel 3 



'5 



10 g des erfindungsgemaflen Phospholioidgemisches wurden entsprechend Beispiel 1 aemeinsam mit 
0.1 g Propidium.odid (ONA-Marker) in Ethanol gelost und nach Trccknung unter Vakuum Inertgas und 
Kuhlung m tOO ml Wasser fur Injektionszwecke aispergrert. Oanach wurae ebenfalls unter Inenbegasung 
und Kuhlung e.ne Ultraschallbehandlung durchgefuhrt bis e.n mittierer Parnkeldurcnmesser oer Uowomen 
von 80 nm (laserlichtstreuung) erreicht wird. Das Liposomensystem wurde danach Ciber ein 0 2 urn Filter 
sterilhltnea und unter Inertbegasung zur Halfte in braune 1.0 ml Ampullen abgefullt. In dem stenien mit 
Prop.a.umiod.d beladenen Uposomensystem wurde mittels eines Dialyseverfahrens (Dianorm*.Gerat Zeltu- 
losethacetatmembran NMGT 20000) der Anteil an liposomalgebundenem Propidiumjodid ermittelt Oanach 
betrug der l.osomalgebundene Propidiumjodidanteii 29%. In der 2. sterilfiltrierten Halfte wurde der Anteil 
MltT ISebUnCen8n Propidiumjoaids m.ctels Ultrafiltration uber eine Zellulosetnacetatmembran 
20000 ab getrennt. die Uposomendispersion nochmals uber 0.2 am sterilfiltriert und zu 1 0 ml unter 
inertbegasung in braune Ampullen abgefullt. Die somit erhaltene Uposomendisoersion wies folgende 
Eigenschaften auf: y ° 
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Phospholipidgehalt: 
Propidiumjodidgeham 
pH-Wert: 
Viskositat: 

mitti. Partikeldurchmeser (Laserlichtstreuung): 



1 00 mg/ml 
0.285 mg/ml 
72 

1.7 mPa.s 
129 nm 



Beispiel 4 
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.in 18 '1h ^ ^ r eiSPie ' 1 beschriebenen Phospholioidmischung wurden gemeinsam mit 0.92 g Chinoling- 

ZL^JT^^ " Tr ° Ckne 9 * M mit WaSSer ,Ur '^onszwecke ad 200 ml 

2 Tin?* T' u,traschaiIb ^^B.t. Oas erhaltene Uposomensystem wurde an- 

schi eflerid s enlfiltnert und unter aseptischen Bedingungen in Injektionsflaschen zu 5.0 ml abgefullt Die 
stenlfiltnerte Uposomendispersion wies folgende Egenschaften auf: ^ 



Aussehen: 
pH-Wert: 

mittl. Partikeldurchmeser (Laserstreulichtmethode): 

Transmission (660 nm): 

StenJitat: 

Chinolingelb. lipsomalgebunden: 
Chinolingelb. nicht liposomaigebunden: 



transparente. opalisierende gelbe Flussigkeit 
6.4 

75 nm 
33% 

entspricht der Prtifung auf Sterilitat DAB 9 
1.38 mg/ml 
22 mg/ml 



*in*Lu,^ ?. J" 3 3/1 "P^^ebundenem Chinolingelb wurde mittels Ultrafiltration uber 
SSSZ^JT^ NMGT 20000 ^ "P^^e^enen Chinolingelbanteil abgetrenn 
und photometnsch in der Uposomendispersion und im Filtrat der Anteil Chinolingelb bestimmt 

schuna IZ^TT 8 f Piel 2 in 6in St6ri,eS Tro **«^ ^hrte erfindungsgemafle Phospholipid*!.'. 

sr«ixir Mi ™° (reMy " • - m — «--*■- 

Beispiel 5 

2000 S rTr3o a °rS w'T ^ 5 ° d mg Ph °**°«PWn^chung beschrieb n in Beispiel 1. und 

enwehende ^ ( n T ,0 * D °™««" HCKcSsung (i 0 .0 mg Doxorubicin HO) dispergie* Oas 

CS^^^S'S^ui 0 -^ "poso^en-Redispergat <M «-> einen lehait m 
an i^r. 1 T ^ und e,nen G«samtOoxorubidn HCI GehaJt von 0.735 mg/ml auf D r Ant il 
an ..posomalgebundenem Doxorubicin HC. wurde mit 0.58 mg/m. ermittelt und erSi^LrB^r^ 
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Patentanspriich 

1. Wa/Jriges Uoosomensystem. das ggf. neben einem nicht toxiscnen organischen Ldsungsmittel minde- 
stens ein Phospholipid aufweist. dadurch gekennzeichnet. da/3 das Liposomensystem neden dem 

5 Phospnolipid des weiteren mindestens einen phospholipidiscnen Ladungstrager umfadt. 

2. Liposomensystem nach Anspruch t. dadurch gekennzeichnet. dad es als phospnolioidischen Ladungs- 
trager mindestens em Salz. vorzugsweise Natrium- und-ooer Ammoniumsalz. von Phospnatidylgfycerol 
und/oder dessen Oerivaten aufweist. 

jo ~ 

3. Liposomensystem nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dad es als Ladungstrager das Salz. von 
Dimyristoylphosphatidylglycerol und/oder Oipalmitoylphosphatidylglycerol aufweist. 

4. Liposomensystem nach Anspruch 2 Oder 3. dadurch gekennzeichnet. dad das Phosphatidylglycerol ein 
f5. Soja-Phosphatidylglycerol ist. 

5. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dad es das 
Phospholipid zu dem phospholipidischen Ladungstrager in einem Massenverhaltnis von 50:1 bis 400: t. 
vorzugsweise von 100: 1 bis 200:1. aufweist. 

20 

6. Liposomensystem nach einem der vorgenannten Anspruche. dadurch gekennzeichnet. daJ3 es zwischen 
0.5 Gew.% und 20 Gew.% Phospholipid enthait. 

7. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. dad es als 
25 Phospholipid Phosphatidylcholin enthait. 

8. Liposomensystem nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. da/3 das Phosphatidylcholin ein hochrei- 
nes Phosphatidylcholin ist und weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen aufweist. 

jo 9. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. dad es minde- 
stens eine pharmazeutisch wirksame Substanz beinhaltet. 

10. Liposomensystem nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. dad die wirksame Substanz ein Wirkstoff 
zur Sehanalung von Krebs. Aids. Leber-, Viruserkrankungen Oder Pneumocystis-carinii-Pneumonie ist 

2$ 

11. Verfahren zur Hersteilung eines Liposomensystems nach einem der Anspruche 1 bis 10. dadurch 
gekennzeichnet. dad man zunachst das Phospholipid zusammen mit dem phospholipidischen Ladungs- 
trager in einem organischen Ldsungsmittel lost Oder dispergiert. anschfiedend die Ldsung bzw. 
Dispersion einengt und hiernach Wasser unter Ausbildung des Liposomensystems zugibt. 

40 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet dad man ais organisches Ldsungsmittel Ethanol. 
Propanol 1 und/oder Propanol 2 verwendet 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12. dadurch gekennzeichnet. dad man die Ldsung bzw. (Dispersion 
45 auf ein Restvolumen an Ldsungsmittel von 0 Vol.% bis 30 Vol.%. vorzugsweise 5 Vol.% bis 10 Vol.%. 

einengt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13. dadurch gekennzeichnet dad man nach der Zugabe 
des Wassers das hierbei entstehende Liposomensystem einer Hochdruckspalthomogenisation oder 

so einer Ultraschallbehandlung unterwirft 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet. dad man die Hochdruckspalthomogenisation 
bzw. die Ultraschallbehandlung solange durchfuhrt. bis die dabei gebildeten Liposome einen mittleren 
Durchmesser zwischen 50 nm und 180 hm aufweisen. 

55 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 15. dadurch g kennzeichnet. dad man das Liposomensy- 
stem uber einen 0.2 um Filter firtriert 
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te von ca. 78%. 

. Oie Ermittlung des iiposomaigebundenen Ooxortibicin HCI Ante.Is eriolgte nach cer Diaivsemethode 
mittels Liposomaten. Einsatz 5.0 ml, Oauer S Std. - a«y seme moo e 

s Beispiel 6 
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Herstellung eines leer-Liposomensystems 

100 g Phosphatidylcholin hochre.n. d.h. weniger a!s 10 Gew.% Verunreinigungen. und 0 502 a Soia- 
Phospnatidylglyceroi-Natriumsalz (PG) werden in 500 ml Ethanol OAB 9 geldst and anscnlieflend un er 
Vakuum auf e.nen Trockensubstanzgehalt von 92 Gew.% eingestellt. Das erhaltene Phospnoiipidgem.sch 
bestehend aus 9154 Gew.% Phosphatidylcholin. 0.46 Gew.% Soja-Phospnatidylglycerol-Natriumsalz. 6 

?nnn '° , I GeW * % WaSSef " WUrde UntQf RQhren und ln8rt 9 as in Wasse ' «" Injektionsrwecke ad 

o lV, d,s P er 9 ,ea und da ™ cn Hochdmckspaithomogenisator in funf Umlaufen auf einen mittleren 

Partikeldurchmesser von < 100 nm gebracht. Das entstandene Liposomensystem wurde anschlieflend unter 
stenlen Bed.ngungen tiber ein 0.2 urn Filter fiitriert und unter Inertbegasung in tO.O ml Ampullen abgefullt 
Das nacn Se.spiel 6 hergestellte PhospnatidylcholirvSoja-PG-Natriumsystem Uposomensystem wies tolgen-' 
de Eigenschaften auf: . y 
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Phosphatidylcholingehalt: 

Aussehen: 

PH: 

Viskositat: 
osmotischer Oruck: 
Transmission (660 urn): 

mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuung): 
Sterilitat: 

Endotoxingehalt (Limulustest): 



10% (m/V) 

transparente. leicht opalisierende Flussigkeit 
6.1 

2.6 mPa.s 
0,49 (% NaCl) 
75% 
75 nm 

entspncht der Prufung auf Sterilitat. DAB 9 
entspricht den Anforderungen des OAB 9 



Aufgrund seiner Zusammensetrung kann dieses Produkt in folgenden Anwendungsgebieten verwendet 
warden: Atherosklerose. erhdhte Blutfettwene. Hepatopathien jeder Genese. verwenaet 

Beispiel 7 

Herstellung eines leer-Liposomensystems 

P^JJ^^T^" h0Chrein - dA Weni9er 3,8 10 Gew - % Verunreinigungen. und 0.502 g Soja- 
Phosphafdylglycerol-Natnumsalz (PG) werden in 500 ml Ethanol OAB 9 gelSst und anschlieflend un er 
betZnf/T, ^^'^Qehalt 92 Gew. % eingestellt. Das e'rhaltene PhoWp^rnS 
^^0^ 0M Ge - % Soi^Phosphatidy.g^ 

S li SL 2 Q H e :- % WaSS8r ' wurde unter Rt3hre " und ln ^9« Wasser fQr lnjektion«wecke ad 
8333 ml d.sperg,ert und danach mittels Hochdruckspalthomogenisator bei 500 bar in fiinf Umllufen auf 

,ln «rt n 6 8ed,n 9 un 9 en °<>er °" 02 am Rter fiitriert und unter Inertbegasung in 100 ml 

JZELSSm « T BeiSPie ' 7 her98Stel,t9 Ph «P^y'cno.ir. S oia-PG-Na fr Snsys? 9 m Upo£ 

mensystem wtes folgende Eigenschaften auf: H 



Phosphatidylcholingehalt: 

Aussehen: 

PH: 

Viskositat 

Transmission (660 nm): 

mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuuna)- 
Sterilitat: 

Endotoxingehalt (Limulustest): 



1.2% (m/V) 

transparente. leicht opalisierende Flussigkeit 
6.19 

1,4 mPa.s 
82% 
58 nm 

entspricht der Prufung auf Sterilitat. DAB 9 
entspricht den Anforderungen des OAB 9 
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EP-A-0 315 467 (LYPHOMED. INC) 



Oor vorttooondo Rocnorcnonoorlcm wd« fur alio »atomin*gn3cno orstollt 



1.5-11,18 

1.5-11,18 
2-4. 

12-17.19 
2-4.13,19 



1.2 



12.14-17, 

19.12. 

14-17,19 
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RCOCRCMERTE 
SACMGCSlETe (Int. CM) 



A 61 K 



Aacnorcnonort 



Den Haag 



AftaentuJdatum doc Rocnor cno 



14 November 91 



BENZ K.F. 



KATEQORIE DER QENAMKTCN OOKUMEMTC 
X : von boaondoror Bodoutung allofn botracntot 
Y : von boaondoror Sodoutung In Vorblndung mil olnor 

andoron Vordffonttlcnung doraolbon Katogorto 
A: todmciogUcnor Hlntaryrund 
0: nlcntacnrimicho Otfonbarung 
P: Ztriacfiontlt oritur 

T: dof trtlndung rugwndo flogondo Thoorlon odor OrundaiUo 



E: Iltoro»*itontdo*imonLda*|odochor»tomodor 
n«eh dofn AnmoModatum vordffontltcht word on 1st 
D : In dor Anmoidung angoftJhrtoo Oofcumont ..- . 
Li aua andoron Orilndon anootthrtoo OoJwmont _~ ^ . 

' &i Mftgllod dor oioicnon"Patonttimri^^&^^^ 
V * V v <-> Jlborofnatlmmondos Ookumont - ~J^tf^*/S£i^ ' ^ • 




EP 0 470 437 A1 

17. Verfahren nacn einem der Anspruche 11 bis 16. dadurcn gekennzeichnet. da* man das durch die 
^ Zugabe des Wassers gebildete Liposomensystem nach Zugabe eines geeign ten Hilfsstoffes. insbe- 

sondere ernes Kohlehydrates. schonend trocknet. insbesonoere gefriertrocknet. 

18. Verfahren zur Herstellung eines mit einem Wirkstoff versehenen Uposomensy stems nach einem der 
Anspruche 9 bis 17. dadurch gekennzeichnet. da* man den Wirkstoff zusammen mit dem Phospholipid 
und dem phospholipidischen Ladungstrager in dem organischen Losungsm.ttel lost, emulgiert Oder 
dispergiert 

19. Verfahren zur Herstellung eines mit einem Wirkstoff versenenen Liposomensystems nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet. daU man das getrocknete Liposomensystem in Wasser. dem mindestens eine 
pharmazeutisch wirksame Substanz zugesetzt ist. aufnimmt 
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